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摘要 小脑浦肯野细胞的轴突是小脑皮层唯一的传出通路，研究其动作电位传输能力对于了解小脑的生理功能具有重要意

义．大鼠在出生后第 2周到第 3周，小脑浦肯野细胞的形态及功能都有显著变化，产生动作电位的能力明显增强．而轴突上
动作电位传输能力的变化还有待研究．运用胞体以及轴突的双电极膜片钳技术，研究了出生 8天以及 15天的Wistar大鼠小
脑浦肯野细胞轴突上动作电位的传输．与 8天组相比，15天组大鼠小脑浦肯野细胞轴突上动作电位的传输能力明显增强．
后超极化可以增强 8天组轴突上动作电位的传输能力．研究表明，随着发育的成熟，动作电位的产生能力以及轴突上动作电
位的传输能力同步增强．
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轴突作为神经元的重要组成部分，在神经系统

信号处理过程中发挥了重要作用，主要包括动作电

位的起始[1-3]、动作电位的放大[4-5]以及将动作电位

传输到轴突末端[6-8]等．神经元之间通过突触联系

实现神经信息的快速交流．这一过程依赖于动作电

位从起始点传输到轴突末端．轴突上动作电位的传

输失败会影响动作电位编码的有效性．因此，对轴

突传输功能的研究有利于我们认识神经信息在神经

细胞内以及神经细胞之间的传递，从而有利于揭示

整个神经网络的功能．

早期研究者认为动作电位可以沿着轴突安全地

传输到轴突末端，最近这个观点受到了挑战[9-13]．

轴突上动作电位的传输失败主要是出现在高频发放

的神经元，例如动物小脑浦肯野细胞，其发放频率

可以高达 500 Hz[14]．在体(in vivo)实验显示小脑浦
肯野细胞可以发放高频动作电位，并且发放时间可

以长达数秒[15]．小脑浦肯野细胞的轴突是小脑皮层

唯一的传出通路，对于其传输的研究具有重要的理

论及现实意义．因此，我们选择在动物小脑浦肯野

细胞中研究动作电位的传输及其机理．

动作电位的传输能力在动物出生后发育过程中

是否改变，现在还不明确．Wistar大鼠出生后第 2
周到第 3周，其小脑浦肯野细胞在形态上以及功
能上都有显著变化，产生动作电位的能力明显增

强[16]．在胞体附近产生的动作电位只有传输到轴突

末端，引起突触反应，才能有效地调控突触后细胞

的功能状态，那么当动作电位的产生能力有了很大

的增强时，小脑浦肯野细胞轴突上动作电位的传输

能力是否也相应地增强呢？只有在轴突上动作电位

的传输能力增强的情况下，胞体附近产生的动作电

位才是有效的神经编码信息，而不会造成能量的浪

费．为了研究轴突的传输能力，我们定义了动作电

位传输保真度(fidelity)，即轴突上记录到的动作电
位数目 /胞体记录到的动作电位数目．动作电位的
传输保真度可以反映轴突上动作电位的传输能力．

即动作电位的传输保真度越大，轴突上动作电位的



杨志来, 等：小脑浦肯野细胞动作电位传输保真度在大鼠出生后发育期间的变化2014; 41 (5)

Fig. 1 The diagram of our experiment
(a) Double-patch recordings on the soma and the axonal bleb. The Purkinje cell is drawn in coredraw. (b) A diagram of spike propagation failure. Red
lines show mean and 3 SD of axonal noise signal. Red arrows indicate the failure of spike propagation. Calibration bars are 0.2 mV for axonal signals,

10 mV for somatic signals and 10 ms for time.

传输能力越强；反之动作电位的传输保真度越小，

轴突上动作电位的传输能力越弱．本研究通过胞体

以及轴突断端的双电极膜片钳记录，希望阐明在大

鼠出生后 2～3周的发育过程中小脑浦肯野细胞轴
突上动作电位的传输能力是否变化以及出现变化的

机理．

1 材料与方法

1.1 小脑切片及切片后脑片的孵育

出生后 8 天(PND8)以及出生后 15天(PND15)
的Wistar大鼠(雌雄不限)购自中国科学院生物物理
研究所动物房．动物的使用以及实验方案得到中国

科学院生物物理研究所实验动物管理及伦理委员会

的批准．Wistar大鼠经麻醉后，快速断头并取出小
脑置于冰冻的切片液内(mmol/L：124 NaCl，3 KCl,
1.2 NaH2PO4，26 NaHCO3，0.5 CaCl2，5 MgSO4，

10 dextrose和 5 HEPES；pH 7.4)，切片液持续通氧
(95%氧气+5%CO2)并保持低温(放在冰上)．大鼠小
脑组织切下后，按实验要求将组织块修整合适，黏

连到振动切片机上，对小脑进行矢状切片(Sagital
slices)，切片厚度为 350～400 滋m．脑片切完后，
首先将脑片置于人工脑脊液(mmol/L：126 NaCl，
2.5 KCl， 1.25 NaH2PO4， 26 NaHCO3， 2 CaCl2，

2 MgSO4和 25 dextrose；pH 7.4)中，在 35℃培养
30 min，然后将脑片转移至常温(28℃～32℃ )下培
养．灌流液(人工脑脊液)持续通氧，培养时间不少
于 1 h．
1.2 实验记录过程

将脑片转移至操作台的记录槽内，记录槽内保

证灌流液常温，灌流液保持持续流动并且通氧，流

速约为 2～3 ml/min．以尼龙网将脑片固定，镜下
观察小脑浦肯野细胞的状态以及轴突完整程度．在

本实验中，只选择轴突长度较长的小脑浦肯野细

胞进行记录，这样可以降低胞体信号对轴突信号的

影响．首先对小脑浦肯野细胞的胞体进行全细胞记

录(电极电阻 5～10M赘，内含有 5～10 滋mol/L的
Alex488)．电极内液为：(mmol/L：150 K-gluconate,
5 NaCl，0.4 EGTA，4 Mg-ATP，0.5 Tris- GTP，
4 Na-phosphocreatine和 10 HEPES pH 7.4)．全细胞
膜片钳形成后，等待 10～20 min，荧光染料
(Alex488)就可以扩散到轴突，在荧光显微镜下可
以看到轴突的走向以及形态．然后对轴突断端进行

松散式膜片钳记录．松散式膜片钳记录的电极内液

为灌流液．通过胞体以及轴突上的双电极膜片钳记

录，可以分析轴突上动作电位的传输保真度．

1.3 数据采集及分析

数据采集运用 clamex 10软件，数据分析运用
clampfit 10软件．当动作电位发放频率为 100、150
以及 200 Hz时，分析了全部相同时间(0.1 s)的动作
电位的传输保真度． 结果用 x 依 s 表示，图 4e以
及图 4f运用配对 t检验进行分析，其他运用独立
样本 t检验进行分析，*P < 0.05，**P < 0.01，NS
表示 P > 0.05．

2 结 果

2.1 动作电位传输保真度的测量

在本实验中，运用动作电位的传输保真度来表

示轴突上动作电位的传输能力．如图 1a所示，对
胞体进行全细胞膜片钳记录，同时对轴突断端进行

松散式膜片钳记录．当给予胞体去极化脉冲刺激
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时，在胞体可以记录到动作电位串，同时在轴突也

可以记录到小动作电位信号．当轴突信号大于噪音

信号的平均值+3倍标准差时(图 1b所示红线)，我
们认为轴突的信号为有效信号，即对应的动作电位

在轴突上安全传输；当轴突信号小于噪音信号的平

均值+3倍标准差时，认为对应的动作电位在轴突
上传输失败．动作电位传输保真度=轴突记录到的
动作电位数目 /胞体记录到的动作电位数目．
2.2 大鼠出生 8天组小脑浦肯野细胞轴突上动作
电位的传输能力

根据 Wistar 大鼠出生后的天数，把本研究分
成 8天组以及 15天组．首先研究了 8天组小脑浦

肯野细胞轴突上动作电位的传输能力．如图 2所
示，当动作电位的发放频率为 100 Hz时，所有的
动作电位都可以安全地传输；当动作电位的发放频

率为 150 Hz时，有个别的动作电位会出现传输失
败(图 2b，箭头表示动作电位的传输失败)；而当动
作电位的发放频率为 200 Hz时，会有较多的动作
电位出现传输失败．统计结果(图 2d)显示，100、
150以及 200 Hz时，动作电位的传输保真度分别
为(1 依 0)，(0.94 依 0.04)以及(0.59 依 0.05)．8 天组
的结果显示，小脑浦肯野细胞轴突上动作电位的传

输保真度具有频率依赖性．即动作电位发放频率越

高，轴突上动作电位的传输保真度越低．

2.3 大鼠出生 15天组小脑浦肯野细胞轴突上动作
电位的传输能力

轴突上动作电位的传输能力在不同的发育阶段

是否相同呢？我们进一步研究了出生后 15 天的
Wistar大鼠轴突上动作电位的传输能力．如图 3所
示，在 100 Hz以及 150 Hz时，所有的动作电位都
可以安全地传输；而在 200 Hz时，会有个别动作
电位出现传输失败．统计结果(图 3d)显示，动作电
位发放频率为 100、150以及 200 Hz时，动作电位
的传输保真度分别为(1依0)，(1依 0)以及(0.94依0.05).

通过与 8天组相比较，发现 15天组小脑浦肯野细
胞轴突上动作电位的传输保真度更高(图 3e, 200 Hz
时具有显著差异，n=10，**P < 0.01)，即 15天组
轴突上动作电位的传输能力更强．因此，随着

Wistar大鼠出生后发育的逐渐成熟，其小脑浦肯野
细胞不仅动作电位的产生能力显著地增强[16]，轴突

上动作电位的传输能力也显著地增强，从而保证了

胞体附近产生的动作电位可以安全地传输到轴突末

端，成为有效的神经编码信息．

Fig. 2 The spike propagation fidelity in cerebellar Purkinje cells at PND 8
(a) The spike propagation at 100 Hz. The top trace is the axonal signals, and the middle trace is the somatic signals induced by depolarization pulses at

100 Hz (the bottom). (b) The spike propagation at 150 Hz. Arrows under the axonal signals show spike propagation failure. (c) The spike propagation at

200 Hz. (d) The spike propagation fidelity versus stimulus frequencies at PND 8. : 8 Days.
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2.4 后超极化可以提高大鼠 8天组小脑浦肯野细
胞轴突上动作电位的传输能力

上面的结果显示，15天组轴突上动作电位的
传输保真度明显地高于 8天组．导致这一现象的机
理是什么呢？在本实验室以前的研究中发现，动作

电位的传输保真度与电压门控钠通道(VGSC)的活
性密切相关，即 VGSC的活性越高，轴突上动作
电位的传输保真度越高．后超极化可以增加电压门

控钠通道的活性．因此，我们在每个动作电位之后

加入后超极化，观察能否提高轴突上动作电位的传

输能力．本实验中，运用双向刺激脉冲(biphasic
depolarization pulses，即在每个去极化脉冲之后加
一个超极化脉冲)，来研究后超极化对于动作电位
传输保真度的影响．把去极化脉冲(depolarization
pulses，图 2, 3)刺激时定义为对照组；把双向刺激
脉冲(biphasic depolarization pulses，图 4)刺激时定
义为 AHP 组．如图 4 所示，在出生后 8 天的
Wistar大鼠中，双向刺激脉冲的频率为 100 Hz以

及 150 Hz时，所有的动作电位都可以安全地传输；
而在双向刺激脉冲的频率为 200 Hz时，会有个别
的动作电位出现传输失败．统计结果(图 4d)显示，
在后超极化组，在 100，150以及 200 Hz时，8天
组动作电位的传输保真度分别为(1依0)，(1依0)以及
(0.96依0.04)；而 15天组动作电位的传输保真度分
别为(1依0)，(1依0)以及(1依0)．统计结果显示，后超
极化可以提高 8天组轴突上动作电位的传输保真度
(图 4e，200 Hz时，**P < 0.01， n=10)，但是不能
提高 15天组轴突上动作电位的传输保真度(图 4f,
200 Hz 时，NS，P > 0.05，n=10)．由于 15 天的
Wistar大鼠轴突上动作电位的传输保真度在对照条
件下已经很高，加入后超极化后，虽然保真度也有

提高，但是两者之间没有差异．通过 8天的 AHP
组与 15天的对照组比较，可以发现两者之间没有
显著性差异(图 4g，n=10， P > 0.05)．即加入后超
极化之后，8天的Wistar大鼠轴突上动作电位的传
输能力提高到了 15天Wistar大鼠对照条件下的水
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Fig. 3 The spike propagation fidelity in cerebellar Purkinje cells at PND 15
(a) The spike propagation at 100 Hz. The top trace is the axonal signals, and the bottom trace is the somatic signals induced by depolarization pulses at

100 Hz. (b) The spike propagation at 150 Hz. (c) The spike propagation at 200 Hz. Arrows under the axonal signals show spike propagation failure. (d)

The spike propagation fidelity versus stimulus frequencies at PND 15. : 15 days. (e) The comparison of spike propagation fidelity at PND 8 and

PND 15. The difference between the two groups is significant at 200 Hz. : 8 Days; : 15 Days.

483· ·



生物化学与生物物理进展 Prog. Biochem. Biophys. 2014; 41 (5)

3 讨 论

本实验中我们研究了 Wistar 大鼠小脑浦肯野
细胞轴突上动作电位的传输，观察到轴突上动作电

位的传输保真度在发育过程中的变化，15天组的
动作电位传输保真度大于 8天组的传输保真度．通
过在每个去极化脉冲之后加入一个超极化脉冲，

可以提高 8天组的动作电位传输的保真度，使其
提高到 15天组在对照条件下的水平．本课题进一
步验证了轴突上动作电位可能出现传输失败的观

点[11-12, 17-18]，并阐明了小脑浦肯野细胞在出生后发

育过程中动作电位的产生能力与轴突上动作电位的

传输能力同步增加．

在体(in vivo)记录到的神经元输入信号可以分
为两类：一类是持续的去极化(长方波形式)，另
一类是波动式去极化(可以分解为去极化和超极
化)[19]．持续的去极化使电压门控钠通道(VGSC)失
活，而超极化则提高了电压门控钠通道的活性．根

据我们的实验结果，由波动式去极化产生的动作电

位更容易传输到轴突末端．这一结果说明轴突上动

作电位的传输保真度受细胞膜电位以及输入信号模

式的影响．细胞以及突触的功能状态都可以影响到

轴突上动作电位的传输，从而进一步影响了神经信

息的编码．

对于动作电位在轴突上是否会出现传输失败这

一观点还存在争议．通过细胞成像技术发现，动作

平．后超极化可以提高动作电位的传输能力，我们

推测发育过程中动作电位传输能力的变化可能是

VGSC介导的，还需要更多的实验来进一步地阐明
这一推论．
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Fig. 4 Afterhyperpolarization can increase spike propagation fidelity at PND 8
(a)The spike propagation induced by 100 Hz biphasic depolarization pulses at PND 8. The top trace is the axonal signals, the middle trace is the somatic

signals, and the bottom trace is the biphasic depolarization pulses. (b) The spike propagation induced by 150 Hz biphasic depolarization pulses at PND

8. (c) The spike propagation induced by 200 Hz biphasic depolarization pulses at PND 8. Arrows under the axonal signals show spike propagation

failure. (d) The spike propagation fidelity versus stimulus frequencies in AHP groups. : 8 days AHP; : 15 days AHP. (e)The comparison of

spike propagation fidelity between Control group(depolarization pulses) and AHP group (biphasic depolarization pulses) at PND 8. : 8 Days control;

: 8 Days AHP. (f) The comparison of spike propagation fidelity between Control group and AHP group at PND 15. : 15 Days control; : 15

Days AHP. (g) The comparison of spike propagation fidelity between AHP group at PND 8 and Control group at PND 15. : 8 Days AHP; : 15

Days control.

● ●
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电位可以安全地传输到轴突末端．例如，钙成像技

术发现胞体以及轴突末端都有钙信号，证明了动作

电位的安全传输．通过电压敏感染料成像发现，发

放频率小于 250 Hz时，小脑浦肯野细胞中动作电
位可以安全传输[20]．这些研究都是基于胞体发放一

个或者少数几个动作电位时．我们的研究是根据浦

肯野细胞的动作电位发放特点，研究动作电位串的

传输．如图 2c以及图 3c显示，即使出现动作电位
传输失败时，前几个动作电位也可以安全地传输．

因此，我们的实验结果与上述实验并不冲突．

本实验室之前的研究结果显示，动作电位的传

输保真度受动作电位发放频率以及发放时间的影

响．本实验中，为了研究动作电位发放频率对于动

作电位传输保真度的影响，在不同刺激频率时，分

析了相同时间内的动作电位传输保真度，这样会造

成分析的动作电位的数目不同(详情见方法)．我们
还分析了动作电位数目相同时，轴突上动作电位的

传输保真度(结果与本文结果类似，未显示)，说明
本实验结果不是由于动作电位的数目不同造成的．

本研究并没有深入地探讨动作电位传输保真度

在发育过程中变化的机理．后超极化可以提高轴突

上动作电位的传输保真度，并且后超极化可以提高

电压门控钠通道的活性[21]．因此我们推测是由于电

压门控钠通道的发育，导致了轴突上动作电位传输

保真度的变化．未来我们将进一步研究在动物出生

后 2～3周的发育过程中，小脑浦肯野细胞中电压
门控钠通道的类型以及数量是否会有所改变．从而

揭示动作电位传输保真度在发育过程中变化的分子

机理．
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The Changes of Spike Propagation Fidelity During Postnatal
Development in Cerebellar Purkinje Cells*
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Abstract The axons of cerebellar Purkinje cells are the sole output of the cerebellar cortex. So it is important to
study the spike propagation on the axons of cerebellar Purkinje cells. The morphology and function of cerebellar
Purkinje cells mature rapidly in two to three weeks after birth. And the ability to fire spikes increases along with
the development in cerebellar Purkinje cells. Whether the capacity of spike propagation on the axons also increase
remains elusive. We studied this hypothesis by double-patch recordings in cerebellar Purkinje cells at PND 8
(postnatal day) and 15. The spike propagation fidelity on the axons is higher at PND 15 than 8.
Afterhyperpolarization (AHP) can increase spike propagation fidelity in cerebellar Purkinje cells at PND 8. Our
data indicate that the ability to fire spikes and the capacity of spike propagation on the axons increase
correspondingly along with the development.
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